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1   UVOD 
 
Virulentni dejavniki bakterije Escherichia coli igrajo pomembno vlogo pri poteku in 
trajanju okužbe, patogenezi in imunskem odgovoru gostitelja. Čeprav zapise zanje 
najdemo tudi pri komenzalnih sevih E. coli, torej sevih, ki so del normalne črevesne 
mikrobiote človeka, se ti v večji meri izražajo  pri patogenih sevih. Med uropatogene E. 
coli (UPEC) uvrščamo izvenčrevesne seve, ki povzročajo okužbe sečil. Najbolj pogosti 
virulentni dejavniki sevov UPEC so fimbrije z adhezini, toksini in sistemi za privzem 
železa. Ker virulentni dejavniki niso del hišnih genov (ang. housekeeping genes), ki so 
zadolženi za osnovne procese v celici, so lahko podložni heterogenosti izražanja. Gre za 
pojav, kjer v populaciji genetsko enakih celic pride do razlik v izražanju genov. Celice si 
razdelijo delo tako, da določen del populacije proizvaja protein, medtem ko ga drugi del 
ne. Na ta način se poveča fitnes celotne populacije in je prilagojenost na okoljske 
spremembe veliko boljša. Pojav heterogenega izražanja klonalnih celic pride najbolj do 
izraza v biofilmu, kjer opažamo, da se celice na površini od ostalih ne razlikujejo le po 
sintezi različnih proteinov temveč tudi po obliki, gibljivosti in hitrosti rasti. Vzrok takega 
vedenja je v okoljskih in znotrajceličnih dejavnikih, ki vplivajo na stopnjo translacije in 
transkripcije, topologijo DNA in lastnosti RNA polimeraze. Heterogeno izražanje genov 
lahko proučujemo s fluorescentno mikroskopijo in s primernimi označevalci genov. 
 
 
1.1   NAMEN DELA 
 
Namen magisterskega dela je bil pripraviti fuzije gena za zeleni fluorescentni protein Gfp s 
promotorji genov za fimbrije fimA, aerobaktin iucD in hemolizin hlyA na plazmidu pBAC. 
Končne plazmide smo nato transformirali v celice Escherichia coli MG1655 in z uporabo 
fluorescentne mikroskopije spremljali izražanje promotorjev. Celice smo gojili pod 
različnimi pogoji, da bi ugotovili ali le-ti vplivajo na izražanje. 
 
 
1.2   DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Gen za sintezo α hemolizina se izraža v manjšem delu populacije seva bakterije 
Escherichia coli. 
- Gena za sintezo fimbrij fimA in za siderofor aerobaktin iucD se izražata v 
večjem delu populacije. 
- Pomanjkanje železa in hranil vpliva na izražanje gena za sintezo aerobaktina 
iucD. 
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2   PREGLED OBJAV 
 
2.1   BAKTERIJA Escherichia coli  
 
Bakterija Escherichia coli (E. coli) je ena izmed najbolj raziskanih mikroorganizmov in 
eden od najbolj proučenih modelnih organizmov nasploh (Riley in sod., 2006). Uvrščamo 
jo v razred gamaproteobakterij in je, tako kot ostale bakterije tega razreda, po Gramu 
negativna. Je gibljiva paličasta bakterija, ki v premeru meri približno 2 µm in je del 
normalne črevesne mikrobiote vseh toplokrvnih živali, vključno s človekom ter nekaterimi 
plazilci. Le del poznanih sevov E. coli je patogenih, ostali so del črevesne mikrobiote, kjer 
predstavljajo večino med fakultativnimi anaerobi. E. coli v črevesju proizvaja vitamine, 
med drugim vitamin K ter s tem, ko porablja kisik, vzdržuje anaerobne pogoje ugodne za 
rast anaerobov  (Madigan in sod., 2012; Leimbach in sod., 2013; Conway in Cohen, 2015). 
Poleg komenzalnih sevov, ki so del črevesne mikrobiote, poznamo tudi patogene seve, ki 
povzročajo okužbe črevesja, sečil in zunajčrevesne okužbe. Pri tem imajo pomembno 
vlogo virulentni dejavniki, ki bakteriji omogočajo prodor v novo okolje v gostitelju in  
izmikanje imunskemu sistemu (Johnson, 1991). Ti sevi imajo zapise za virulentne 
dejavnike kot so fimbrije, adhezini, sistemi privzema železa, npr. aerobaktin, hemolizin, 
antigen K in druge. Patogeni sevi E. coli, ki imajo zapis za virulentne dejavnike in se ti v 
bakteriji tudi izražajo, so zmožni premagati gostiteljevo obrambo in rasti v novem okolju. 
Uvrščamo jih v več skupin glede na mehanizem okužbe in simptome, ki jih povzročajo 
(Slika 1). Enteropatogene E. coli (EPEC) povzročajo okužbe prebavnega trakta, ki se 
kažejo kot diareja. Okužbe prebavnega trakta povzročajo tudi  enterotoksigeni sevi E. coli 
(ETEC), ki proizvajajo enterotoksine, s katerimi poškodujejo črevesne epitelne celice in 
sprožijo nastanek vodene driske. Enteroagregativne E. coli (EAEC) tvorijo agregate s 
celicami epitelija in povzročajo dolgotrajne driske. Enteroinvasivne E. coli (EIEC) vstopijo 
v enterocite in povzročijo njihov razpad, kar vpliva na razvoj driske in visoke vročine. 
Posebna skupina so še enterohemoragične E. coli (EHEC), ki izdelujejo toksine, podobne 
Šigovem toksinu, okužba pa se kaže s krvavo drisko. Znano je, da E. coli lahko povzroča 
tudi zunajčrevesne okužbe. Okužbe sečil povzročajo uropatogene E. coli (UPEC), medtem 
ko neonatalni meningitis povzroča E. coli iz skupine MNEC, sepso pa povzroča E. coli iz 
skupine SEPEC. Virulentni dejavniki se med sevi razlikujejo, med njimi so najpogostejši 
fimbrije, hemolizin, citotoksični nekrotizirajoči faktor in drugi toksini (Kaper in sod., 
2004). 
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Slika 1: Delitev E. coli v različne skupine na podlagi patogenosti (Guo in sod., 2013) 
 
 
2.2.   KOMENZALNI SEVI E. coli IN ''FITNES'' FAKTORJI 
 
Poleg prebavil naseljuje bakterija E. coli tudi sečila človeka. Uropatogene E. coli (UPEC) 
povzročajo okužbe sečil v 80 – 85 % primerov. Ti sevi imajo zapise za virulentne 
dejavnike kot so adhezini, fimbrije in sistemi privzema železa kot je aerobaktin. 
Komenzalne E. coli imajo v urinarnem traktu drugo vlogo in zapisov za virulentne 
dejavnike naj ne bi imele (Oelschlaeger in sod., 2001), vendar se je pokazalo, da so 
določeni zapisi za virulentne dejavnike prisotni tudi pri komenzalnih sevih E. coli in se 
pogosto tudi izražajo. Poimenujemo jih ''fitnes'' faktorji, saj njihova naloga ni nujno 
povzročiti okužbe, temveč le zagotoviti bakteriji preživetje in kolonizacijo v danem okolju. 
Srivastava in sod. (2016) so pokazali, da sevi E. coli, ki povzročajo asimptomatsko 
bakteriurijo,  imajo zapise za virulentne dejavnike, vendar se ti ne izražajo. Pokazali so, da 
so fimbrije izredno pomemben fitnes faktor, saj je  zapis zanje imelo kar 97 % vseh sevov 
izoliranih iz urina zdravih žensk. Poleg fimbrij so pokazali še zapise za hemolizin, 
aerobaktin, jerisinijabaktin, citotoksični nekrotizirajoči faktor in ostalih v manjšem deležu. 
 
Zapis za virulentni dejavnik pri bakteriji še ne pomeni, da se le ta izraža. Kar 60 % 
komenzalnih sevov E. coli v urinarnem traktu ima zapis za fimbrije P, vendar se geni le-teh 
izražajo v le približno 20 % sevov (Zdziarski in sod., 2008). Komenzalni sevi, ki imajo 
zapise za virulentne dejavnike so tako pogosto vir genov za patogene seve. Proces 
horizontalnega prenosa genov in rekombinacije omogočajo patogenemu sevu, da pridobi 
vse potrebne virulentne dejavnike za povzročitev okužbe (Le Gall in sod., 2007; Stecher in 
sod., 2012). Veliko je raziskanega na področju horizontalnega prenosa genov za odpornost 
proti antibiotikom. V prebavnem traktu, kjer je mikrobna združba najbolj številčna in 
raznolika pride to najbolj do izraza. Tako komenzalni kot patogeni sevi med seboj 
izmenjujejo gene za odpornost proti antibiotikom in za virulentne dejavnike, s tem 
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pridobivajo nove lastnosti, ki jim omogočajo zasedanje novih niš in preživetje v okolju. 
Poleg tega so Matic in sod. (1997) pokazali, da je frekvenca mutacij enako visoka tako pri 
patogenih kot pri komenzalnih sevih. Že najmanjša mutacija lahko izboljša ''fitnes'' 
bakterije in omogoča preživetje. Na ta način se bakterije prilagajajo razmeram v 
prebavnem traktu.  (Blake in sod., 2003). 
 
 
2.2.1   Fimbrije tipa 1 
 
Fimbrije so dolgi, vrvici podobni proteinski polimeri na površini bakterije. Njihova vloga 
je pritrjevanje celice na manozne receptorje na površini gostiteljskih celic. So pomemben 
virulentni dejavnik, saj omogočajo ohranitev bakterije v okolju (Hull in sod., 2002). Izguba 
gena za fimbrije je pogosto tudi izguba virulence (Avalos Vizcarra in sod., 2016). 
 
Operon fim vključuje gen fimA, ki je eden od strukturnih genov fimbrij tipa 1, promotor 
fimS in gena za rekombinazi fimE in fimB, ki se nahajata navzgor (angl., upstream) od gena 
fimA (Klemm, 1986). Shema operona je prikazana na sliki 2. 
 
Izražanje gena fimA, ki ima zapis za fimbrije tipa 1, je podvrženo fazni variaciji, procesu, 
ki izklaplja in vklaplja transkripcijo gena (Abraham in sod., 1985). Na na način je celica 
lahko v stanju, ko izraža gen (phase-ON) ali v stanju, ko genov za fimbrije ne izraža 
(phase-OFF). Proces je uravnan s strani DNA elementa fimS in dveh mestno-specifičnih 
rekombinaz fimB in fimE, ki vplivata na položaj elementa fimS. Fazna variacija oz. 
vklapljanje in izklapljanje genov je način, s katerim se je bakterija prilagodila okolju 
(Klemm, 1986). Schwan in Ding (2017) sta pokazala, da pri uropatogenih E. coli na fazno 
variacijo med drugim vplivata tudi pH in osmolarnost v urinu, saj bakterija pri optimalnih 
pogojih v okolju nima potrebe za produkcijo fimbrij. 
 
 
 
5 
Zugan M. Izražanje izbranih genov za virulentne dejavnike bakterije Escherichia coli. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
 
 
Slika 2: Shema operona fim in regulacija izražanja (Dorman in Corcoran, 2008) 
 
 
2.2.2   Aerobaktin 
 
Eden od stresnih dejavnikov, s katerim se sreča bakterija v gostitelju, je tudi pomanjkanje 
železa. Nizke koncentracije železa v debelem črevesu so eden od obrambnih mehanizmov, 
ki skuša preprečiti preživetje in rast bakterij (Yilmaz in Li, 2018). Železo je pomembno v 
oksido redukcijskih reakcijah v celici in je ključen element Fe-S encimov, posledično je 
ključnega pomena za rast (Zughaier in Cornelis, 2018). Patogene bakterije sintetizirajo 
kelatorje železa kot odgovor na obrambni mehanizem človeka. Eden takih je tudi 
aerobaktin. Zapis zanj se pri E. coli nahaja na kromosomu ali na plazmidih tipa ColV 
(Carbonetti in sod., 1986). Aerobaktin se nahaja na površini bakterijske celice in veže Fe3+ 
iz okolja zaradi visoke afinitete do železa. Železo v obliki Fe3+ se nato prenese v 
citoplazmo, tu se reducira v Fe2+ in se sprosti iz molekule aerobaktina v citoplazmo. 
Afiniteta aerobaktina in drugih sideroforjev je do železa tako močna, da poleg prostega 
železa iz okolja lahko Fe3+ odtrgajo tudi iz transferinov v krvi (Madigan in sod., 2012). 
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Slika 3: Molekula aerobaktina z vezanim Fe3+ v aktivnem centru (Ho in sod., 2017) 
 
 
 
 
Slika 4: Mehanizem delovanja siderofora pri prenosu železa v celico s procesom redukcije (Madison in sod., 
2012) 
 
 
Geni za sintezo aerobaktina se nahajajo na operonu iuc (Slika 5). Štirje geni iucA–D imajo 
zapis za štiri aerobaktin sintaze, medtem ko ima gen iutA zapis za transportno molekulo 
aerobaktina (Herrero in sod., 1988). 
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Slika 5: Shema operona iuc (Cordeo in sod., 2012) 
 
 
2.2.3   Encim α-hemolizin 
 
Hemolizin alfa je citotoksični protein značilen predvsem za patogene seve E. coli, čeprav 
zapis zanj, tako kot za večino virulentnih dejavnikov, najdemo tudi med komenzali 
(Ristow in Welch, 2016). Pri visokih koncentracijah povzroča nastanek por v celični 
membrani eritrocitov in drugih tkivnih celic neodvisno od vezave na receptor, kar 
povzroča lizo celice. V manjših koncentracijah prihaja do tvorbe por, kar omogoča 
bakteriji prehod skozi celično bariero. Vezava hemolizina na celico je odvisna od 
receptorja. Pomembno vlogo pri vezavi ima tudi kalcij, saj je ključen za delovanje 
proteina. Toksin namreč doseže maksimalno toksičnost šele, ko so s kalcijem popolnjena 
vsa vezavna mesta (May in sod., 1999). 
 
Hemolizinski operon je sestavljen iz štirih genov hlyA–D, nahaja se lahko na kromosomu 
ali na plazmidu. Izražanje genov operona je uravnano s strani regulatornih elementov, ki so 
odvisni predvsem od temperature in osmolarnosti (Wyborn in sod., 2004). Eden od 
pomembnejših regulatorjev je nukleoidni protein H-NS. Njegovo delovanje je odvisno od  
temperature in deluje kot represor. Vezava proteina H-NS na promotorsko regijo operona 
hly povzroči zvijanje DNA in posledično je onemogočen dostop RNA polimeraze. Aktiven 
je pri nižji temperaturi (23 °C), kar pomeni, da je operon hly utišan. Pri temperaturi 37 °C 
je vezava proteina H-NS manj uspešna in posledično prihaja do sinteze hemolizina 
(Madrid in sod., 2002). Ko se bakterija nahaja v neugodnem okolju izven organizma, ko je 
temperatura nizka, je sinteza hemolizina nesmiselna in potratna, zato ji tak sistem 
regulacije omogoča izražanje genov le, ko se bakterija nahaja v človeškem telesu. 
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Slika 6: Shema operona hly (Madrid in sod., 2002) 
 
 
2.3   HETEROGENOST IZRAŽANJA VIRULENTNIH DEJAVNIKOV 
 
V grobem poznamo dve strategiji odgovora na spremembe okoljskih dejavnikov, in sicer 
determinističen in stohastičen odziv. V prvem primeru gre za enoten odgovor celotne 
populacije, tako da se izražanje gena uniformno spremeni. Stohastično izražanje genov 
opazimo v primeru, ko se na zunanji signal del populacije odzove drugače od ostalih celic. 
Heterogenost izražanja genov opazimo v bakterijski populaciji na celični ravni. Kaže se na 
metabolni ravni, rasti celic, odzivu na stres in med drugim tudi sintezi virulentnih 
dejavnikov. Čeprav genetsko popolnoma enake, opažamo da se celice iste vrste v 
populaciji razlikujejo fenotipsko (Smith in sod., 2018). Heterogeno izražanje genov 
omogoča večjo prilagodljivost in preživetje populacije. Pojav heterogenosti je lahko 
rezultat različnih mikrookolij, ki se razlikujejo v temperaturi, pH, prisotnosti kisika itd. 
Vsaka celica zato mora prilagoditi izražanje skladno z razmerami, v katerih se nahaja 
(Erickson in sod., 2015). Pojav heterogenosti opažamo tudi v homolognem okolju. V 
populaciji celic podvrženim enakim razmeram je heterogenost izražanja lahko prisotna, saj 
se na ta način pripravijo za morebitne spremembe v okolju, ki še sledijo. Heterogenost 
populacije, posebej potomcev, lahko razlagamo s teorijo ''bet-hedging''. Gre za prilagajanje 
okolju na način, kjer se v homogenem okolju hčerinske celice fenotipsko razlikujejo od 
materinske. Zaradi razlik v fenotipu vse hčerinske celice ne bodo preživele, v okolju se 
bodo ohranile le potomke prvotne celice, ki so prilagojene na trenutne okoljske razmere. 
Del populacije izgine, ima pa zato del populacije, ki je preživel, fenotipsko prednost v 
okolju. Dolgoročno se je ta strategija preživetja pokazala za zelo uspešno, kar dokazujejo 
tudi eksperimentalni poskusi (Veening in sod., 2008). 
 
Fenotipsko heterogenost lahko skušamo razložiti tudi s pojavom bistabilnosti med 
uravnavanjem izražanja genov. Splošna definicija bistabilnosti je so-obstoj dveh stabilnih 
stanj, kar se pri izražanju genov kaže kot hkratna prisotnost stanja kjer se gen izraža na 
visoki ravni in stanja, kjer se gen izraža minimalno. Tako pogosto opazimo, da del 
populacije izraža gen, medtem ko ga drugi del  ne izraža. Bistabilnost je tesno povezana 
tudi s histerezo oz. ''celičnim spominom''. Gre za epigenetske spremembe v izražanju 
genov, ki omogočajo celici, da si ''zapomni'' predhodno stanje v okolju in na podlagi tega 
uravnava izražanje (Fritz, 2012). 
 
Primer heterogenosti pri E. coli je pojav perzistentnih celic v populaciji, ki za razliko od 
ostalih, rastejo zelo počasi oz. celo prenehajo z rastjo in so posledično odporne na β-
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laktamske antibiotike. Delež perzistentnih celic je zelo majhen, vendar omogoča preživetje 
populacije. Bakterijske celice populacije stohastično prehajajo iz stanja perzistence v stanje 
normalne rasti. Taka fiziološka prilagoditev na antibiotike je možna le, če z rastjo preneha 
le del populacije, saj v nasprotnem primeru bakterije v okolju ne bi preživele, ker pa so 
celice med seboj genetsko enake si ta pojav razlagamo s heterogenostjo v izražanju genov 
(Lidstrom in Konopka, 2010). Pojav naravne kompetence pri Bacillus subtilis je tudi 
primer, ko del populacije izraža drugačne gene kot ostali. Le 10 – 20 % celic aktivira 
globalni regulator kompetence ComK. Podobno je tudi pri sporulaciji, kjer le polovica 
populacije aktivira regulator sporulacije Spo0A. Delitev dela v populaciji je na ta način 
veliko bolj ekonomično, hkrati pa je še verjetnost preživetja veliko večja (Kearns in 
Losick, 2005). 
 
Na pojav heterogenosti najbolj vplivajo geni za odziv na stres. Ti geni se namreč odzovejo 
na spremembe v okolju in sprožijo izražanje drugih genov kot odgovor na okoljski stres 
(López-Maury in sod., 2008). Heterogenost izražanja pride najbolj do izraza v biofilmu. 
Celicam, ki se nahajajo v notranjosti, primanjkuje kisika in hranil, celice, ki pa so 
izpostavljene zunanjosti imajo hranil in kisika na pretek, se lahko gibajo, naseljujejo nove 
niše. Eksperimentalno heterogenost veliko težje proučujemo, saj ne obravnavamo celotne 
populacije celic, temveč se moramo osredotočiti na subpopulacije oz. celo na eno samo 
celico in njeno mikrookolje (Mah in O'Toole, 2001).  
 
Kako okoljski dejavniki vplivajo na heterogenost v genetsko identični populaciji lahko 
razlagamo s šumom, ki nastne kot posledica notranjih/intrinzičnih in zunanjih/ekstrinzičnih 
dejavnikov. Šum v izražanju lahko nastane zaradi variacij v RNA polimerazi in ribosomih, 
številu kopij genov in topologiji DNA. Slednje uvrščamo v ekstrinzične dejavnike, ki 
vplivajo na pojav heterogenosti, ločimo pa jih od intrinzičnih  dejavnikov, ki so gensko 
specifični in vezani na stopnjo translacije in transkripcije ter post-translacijske procese. 
Proteini, ki se v celici nahajajo v velikem številu in so ključnega pomena za preživetje 
celice so podvrženi intrinzičnem šumu, medtem ko so ekstrinzičnemu šumu podvrženi 
proteini, ki nimajo esencialnega pomena in se v celici nahajajo v manjšem številu kopij. 
Posledično je heterogenost v izražanju med ''house keeping/hišnimi'' geni manj pogosta 
(Engl, 2019; Evans in sod., 2018). 
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Slika 7: Shematski prikaz intrinzičnih in ekstrinzičnih dejavnikov, ki vplivajo na heterogenost populacije 
(Engl, 2019) 
 
 
2.4   BIOFILM V URINARNEM TRAKTU 
 
Biofilm je skupek mikroorganizmov, ki so pritrjeni na površino in jih obdaja zunajcelični 
matriks. Tri ključne lastnosti ločijo biofilm od planktonskega načina življenja, in sicer: i) 
celice so pritrjene na površino, ii) proizvajajo zunajcelični matriks in iii) izražanje genov je 
podvrženo heterogenosti (Trautner in Darouiche, 2004). Biofilm ima pomembno vlogo tudi 
v patogenezi okužb sečil, saj se odpornost bakterij proti antibiotikom v biofilmu poveča in 
bakterije z urinom in ostalimi telesnimi tekočinami težje splaknemo, odpornejše so tudi na 
delovanje imunskega sistema (Tenke in sod., 2012). Problem nastane tudi z umetnimi 
vsadki kot je primer katetra v sečilih. Urinski kateter draži sluznico, predstavlja novo 
površino za pritrditev bakterij in povzroča vnetje (Anderson in sod., 2003). Bakterije, ki se 
pritrdijo na sluznico sečil, izzovejo imunski odgovor telesa, ki povzroči luščenje 
epitelijskih celic z vezanimi bakterijami in izločanje nevtrofilcev. Vezava bakterij na 
umetno površino, kot je kateter, ne sproži imunskega odgovora in je zato nastanek biofilma 
olajšan. Prva faza nastanka biofilma, vzpostavitev elektrostatskih interakcij bakterije s 
površino in pritrditev, je tako olajšana (Lužnik – Bufon, 2009).  
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2.5   ''QUORUM SENSING'' IN IZRAŽANJE VIRULENTNIH DEJAVNIKOV 
BAKTERIJ  
 
Izražanje genov za virulentne  dejavnike vključuje  zapletene in natančno uravnane 
mehanizme. Njihovo izražanje sprožijo  okoljski dejavniki kakor tudi velikost populacije. 
Medsebojna komunikacija bakterij znotraj populacije ali ''quorum sensing'' omogoča 
bakterijam kolektivni odziv (Papenfort in Bassler, 2016). Sinteza virulentnih dejavnikov je 
načeloma najbolj učinkovita šele, ko je število bakterij zadostno. Izražanje genov za 
virulentne dejavnike je v primeru nizkih koncentracij bakterij  nesmiselno, saj ne bodo 
učinkoviti in imunski sistem se bo zlahka obranil. Bakterije so zato  razvile sistem 
komuniciranja med seboj s proizvajanjem avtoinduktorjev, acil-homoserin laktonov 
(AHL), peptidov ali kinolonov, ki jih skozi membrano izločajo v okolje. Hkrati se na 
membranah oziroma v citoplazmi nahajajo receptorske molekule, na katere se vežejo 
avtoinduktorji in na ta način bakterije zaznavajo njihovo koncentracijo v okolju. 
Koncentracija avtoinduktorjev v okolju je namreč sorazmerna s številom bakterij (Anand 
in Griffiths, 2003). Quorum sensing ne uravnava le sinteze virulentnih dejavnikov, temveč 
tudi nastanek biofilma, proizvodnjo sekundarnih metabolitov, bioluminescenco, itd. Pri E. 
coli medcelična komunikacija uravnava tudi sintezo gena rpoS (sigma faktor σS), 
globalnega regulatorja za sprožitev stacionarne faze rasti in odgovora na stres (Miller in 
Bassler, 2001). Proces zaznavanja gostote populacije je dobro raziskan pri 
enterohemoragični E. coli (EHEC), ki proizvaja Shiga toksin.  V zunajčrevesnem okolju je 
koncentracija bakterij nizka in bi bila sinteza toksina potratna in nesmiselna, zato bakterija 
uporablja quorum sensing za ugotavljanje gostote populacije. Patogene E. coli v 
prebavnem traktu zaznavajo avtoinduktorje komenzalnih E. coli in tudi ostalih vrst 
bakterij. Sinteza in zaznavanje signalnih molekul ni vezana le na eno vrsto bakterij, temveč 
gre lahko za širšo komunikacijo med različnimi  skupinami mikroorganizmov v nekem 
okolju (Papenfort in Bassler, 2016). 
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3   MATERIAL IN METODE 
 
3.1   MATERIAL 
 
3.1.1   Kemikalije 
 
Preglednica 1: Seznam kemikalij uporabljenih pri delu 
Kemikalije Proizvajalec 
Agar 
Agaroza 
Ampicilin 
Borova kislina 
Bromfenol modro 
CaCl2 
Dipiridil 
EDTA 
Etidijev bromid 
FastDigest Green Buffer (10x) 
Glicerol 
Glukoza 
Gojišče LB 
Gojišče SOB 
Izopropanol 
Kloramfenikol 
KH2PO4 
MgSO4 
MgCl2 
NH4Cl 
Na2HPO4 
Nalidiksična kislina 
NaCl 
Tris baza 
Tris–HCl 
70 % etanol 
90 % etanol 
Formedium, Velika Britanija 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Formedium, Velika Britanija 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Kemika, Hrvaška 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Kemika, Hrvaška 
Sigma – Aldrich, ZDA 
ThermoFischer Scientific, ZDA 
Kemika, Hrvaška 
Kemika, Hrvaška 
Formedium, Velika Britanija 
Carl Roth GmbH, Nemčija 
Kemika, Hrvaška 
Carl Roth GmbH, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Kemika, Hrvaška 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Merck, Nemčija 
Carl Roth GmbH, Nemčija 
Carl Roth GmbH, Nemčija 
Kemika, Hrvaška 
Kemika, Hrvaška 
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3.1.2   Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 2: Laboratorijska oprema uporabljena pri magistrskem delu 
Laboratorijska oprema Proizvajalec in država 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Avtomatske pipeteza različne volumne 
Analitska tehtnica 
Banjice za elektroforezoHoeferTMHE33 
Cepilne zanke 
Ciklični termostat MycyclerTM termal cycler 
Centrifuga 5415R 
Centrifuga 5424 
Centrifuga Sorvall™ LYNX 6000 
Krmilna pipeta BIOHIT Midi Plus 
Magnetno mešalo 
Mikrovalovna pečica 
Mikrocentrifugirke 
Mikroskop BX51 
pH meter Metrohm 713 
Plastične petrijeve posode 
Plinski gorilnik 
Transiluminator BIOview UV light UXDT-
20ML-15R 
Stresalnik Vibromix 10 
SpektrofotometerUV/VIS UV-1800 
Vodna kopelIsotemp 215 
Eppendorf, Nemčija 
Sartorius, Nemčija 
Amersham Biosciences, Velika Britanija 
Golias Labortehnika, Slovenija 
Bio-rad, ZDA 
Eppendorf, Nemčija 
Eppendorf, Nemčija 
Thermofisher Scientific, ZDA 
Sartorius, Nemčija 
IKA, Kitajska 
Gorenje, Slovenija 
Eppendorf, Nemčija 
Olympus, Japonska 
Metrohm, Švica 
Golias labortehnika, Slovenija 
Tlos, Hrvaška 
St John's innovation centre, Anglija 
 
Tehtnica Železniki, Slovenija 
Shimadzu Corporation, Japonska 
Thermofischer Scientific, ZDA 
 
 
3.1.3   Raztopine in pufri 
 
Preglednica 311: Raztopine in pufri uporabljeni pri delu 
Raztopina ali pufer Sestava 
6x nanašalni pufer za agarozno gelsko 
elektroforezo 
0,25 % bromfenol modro (m/v), 
30 % glicerol,  
0,25 % ksilencianol v dH2O 
MgCl2 – CaCl2 
20 mM  CaCl2 
80 mM  MgCl2 
Pufer TBE 
10,8 g Tris – baza 
5,5 g borove kisline 
4 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
dH2O do 1 L 
Pufer za shranjevanje kompetentnih 
celic 
10 mM Tris – HCl, pH 7 
50 mM CaCl2 
10 % glicerol 
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3.1.4   Gojišča in antibiotiki 
 
3.1.4.1   Gojišče LB 
 
Tekoče gojišče LB (10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L kvasni ekstrakt) smo pripravili tako, 
da smo v destilirani vodi raztopili 25 g gojišča, volumen mešanice dopolnili do enega litra 
in 15 minut avtoklavirali pri 121 °C. Tekoče gojišče LB z antibiotikom smo pripravili na 
enak način, le da smo po avtoklaviranju v ohlajeno gojišče dodali ustrezno količino 
antibiotika. Trdno gojišče LB smo pripravili tako, da smo 25 g gojišča dodamo še 15 g 
agarja, raztopili v destilirani vodi in dopolnili do enega litra. Po avtoklaviranju smo zmes v 
topli kopeli ohladili na 55 °C, premešali na magnetnem mešalu ter aseptično v laminariju 
razlili v plastične petrijevke. Trdno gojišče LB z antibiotikom smo pripravili na enak 
način, le da smo v ohlajeno gojišče aseptično dodali še ustrezno količino antibiotika. 
 
Preglednica 4: Koncentracije antibiotikov 
Antibiotik 
Založna koncentracija 
(mg/mL) 
Koncentracija v gojišču 
(µg/mL) 
Ampicilin 100 100 
Kloramfenikol 50 25 
Nalidiksična 
kislina 
100 
25 
 
 
3.1.4.2   Minimalno gojišče z raztopino soli M9  
 
Minimalno gojišče smo pripravili tako, da smo 15 g agarja raztopili v 800 mL destilirane 
vode in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. V ohlajeno zmes smo aseptično dodali 2 mL 1 
M MgSO4, 100 µL 1 M CaCl2, 20 mL 20 % glukoze ali 10 mL 40 % glukoze, 200 mL 
raztopine soli M9. Raztopino soli M9 pripravimo tako, da zatehtamo 12,8 g Na2HPO4, 3,0 
g KH2PO4, 0,5 g NaCl in 1,0 g NH2Cl, raztopimo v destilirani vodi in dopolnimo do 200 
mL. Raztopino avtoklaviramo in pred uporabo ohladimo na sobno temperaturo.  
 
 
3.1.4.3   Minimalno gojišče z raztopino soli M9, antibiotikom in dipiridilom 
 
Minimalno gojišče M9 z antibiotikom smo pripravili tako, da smo po avtoklaviranju v 
ohlajeno gojišče dodali ustrezno količino antibiotika. Minimalno gojišče z dipiridilom smo 
pripravili tako, da smo najprej pripravili 0,1 M raztopino dipiridila na način, da smo 
zatehtali 0,79 g dipiridila in ga raztopili v 50 mL 70 % etanola. Raztopino smo sterilizirali 
s filtriranjem (filter velikosti por 0,22 µm). V avtoklavirano ohlajeno gojišče smo nato 
dodali ustrezno količino tako pripravljene raztopine. 
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3.1.4.4   Tekoče gojišče SOB (ang. super optimal broth) 
 
Gojišče SOB vsebuje 20 g/L triptona, 5 g/L kvasnega ekstrakta, 0,96 g/L MgCl2, 0,5 g/L 
NaCl in 0,186 g/L KCl. Tekoče gojišče SOB smo pripravili tako, da smo 26,64 g SOB 
dodali 1 liter destilirane vode, premešali in avtoklavirali.  
 
 
3.1.4.5   Minimalno gojišče z raztopino soli M9 in pH = 5,6 
 
Minimalno gojišče M9 s pH = 5,6 smo pripravili tako, da smo najprej pripravili 0,1 M 
Na2HPO4 in 0,1 M KH2PO4. Iz natrijevega hidrogen fosfata in kalijevega dihidrogen 
fosfata smo pripravili pufer s pH vrednostjo 5,6 tako, da smo zamešali 5 mL 0,1 M 
Na2HPO4 in 95 mL 0,1 M KH2PO4. Temu smo dodali 0,5 g NaCl, 1 g NH4Cl in dopolnili z 
destilirano vodo do 200 mL. pH vrednost smo sproti pomerili z umerjenim pH metrom. 
Tako pripravljene soli M9 smo uporabili za pripravo trdnega gojišča po enakem postopku, 
kot je opisano zgoraj. 
 
 
3.1.5   Kompleti 
 
Preglednica 5: Uporabljeni komercialni kompleti 
Komplet Kataloška številka Proizvajalec 
Komplet za ekstrakcijo DNA iz 
agaroznega gela »GeneJet Gel 
Extraction Kit« 
 
K0692 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za razsoljevanje 
produktov reakcije PCR 
»GeneJet PCR purification Kit« 
 
K0702 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidne  
DNA »GeneJet Plasmid 
MiniPrep Kit« 
 
K0503 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za ligacijo »Rapid DNA 
ligation Kit« 
 
K1422 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za fosforilacijo »Fast 
DNA End Repair Kit« 
K0771 ThermoFisher Scientific, ZDA 
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3.1.6   Bakterijski sevi 
 
Preglednica 6: Sevi E. coli, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu. 
Sev Značilnosti 
DH5α laboratorijski sev bakterije E. coli z mutacijami v genih recA, endA in 
lacZN15 
MG1655 sev bakterije E. coli divjega tipa 
DL13 sev iz zbirke uropatogenih sevov E.coli katedre za molekularno genetiko 
in biologijo mikroorganizmov; vir promotorja gena iucD 
DL55 sev iz zbirke uropatogenih sevov E. coli katedre za molekularno genetiko 
in biologijo mikroorganizmov; vir promotorja gena fimA 
100 sev iz zbirke sevov E. coli katedre za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov 
 
 
3.1.7   Encimi 
 
Preglednica 7: Encimi uporabljeni pri magistrskem delu  
Encim Proizvajalec 
Restrikcijski encimi BstEII, NotI, SphI, MluI ThermoFisher Scientific, ZDA 
Ligaza BioLabs, New England, ZDA 
 
 
3.1.8   Plazmidi 
 
Preglednica 8: Plazmidi, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu 
Plazmid Vir 
pJPCGT Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pBAC-cnf-cka Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJET1.2/blunt Thermo Fischer Scientific, ZDA 
pJETfimA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJEThlyA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJETiucD Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJPCGTfimA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJPCGThlyA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pJPCGTiucD Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pBcka-fimA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pBcka-hlyA Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
pBcka-iucD Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani 
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3.1.9   DNA lestvica 
 
Pri delu smo uporabili λ/ PstI DNA lestvico, prikazano na sliki 8. 
 
 
Slika 8: DNA lestvica λ/ PstI 
 
 
3.1.10   Začetni oligonukleotidi 
 
V preglednici 9 so navedeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri našem delu. 
Podčrtana so prepoznavna zaporedja restrikcijskih endonukleaz. 
 
Preglednica 9: Začetni oligonukleotidi in njihovo zaporedje 
 
Začetni 
oligonukleotidi 
Nukleotidno zaporedje 5´-3´ 
Velikost 
pomnožka (bp) 
HlyA_F 
TTGCGGCCGCGCATGCGTTGAGAACTTAAAATTACGTTAC
GAT (NotI) 
1095 bp 
HlyA_R 
AAGGTTACCCATAATAAACTCACTACAACTTAAATTATAT
G (BstEII) 
FimA_F 
TTGCGGCCGCGCATGCGACTCATAGAGGAAAGCATCGCG 
(NotI) 
448 bp 
FimA_R 
TTGGTTACCCATGCTGCTTTCCTTTAAAAAAACTATTTC 
(BstEII) 
IucD_F 
TTGCGGCCGCGCATGCCGATCCGGGCGATGATTAATATTC
C (NotI) 
527 bp 
IucD_R 
AAGGTTACCCATAATCAAACAGCTCCTACACAGTAAAAT
A (BstEII) 
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Vse verižne reakcije s polimerazo smo izvedli pri naslednjih pogojih: 
 
94 °C    4 min               x1 
94 °C    30 s  
55 °C    30 s                 x30 
72 °C    40 s 
72 °C    7 min               x1. 
 
3.1.11   Računalniški programi 
 
Pri analizi in predstavljanju nukleotidnih zaporedij smo uporabili računalniški program 
Vector NTI Advance ™ 11.0(Invitrogen Corporation, ZDA). Uporabili smo tudi spletno 
orodje BLAST (NCBI, ZDA) in MyDNA (osebna last), medtem ko smo za analizo 
mikroskopskih slik uporabili program ImageJ (NIH, ZDA). 
 
 
3.2   METODE 
 
3.2.1   Priprava ekspresijskih vektorjev 
 
Pred analizo izražanja izbranih genov na ravni posameznih celic smo z uporabo s 
kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit izolirali DNA promotorjev genov 
fimA, hlyA in iucD in jih spojiti z genom za zeleni fluorescenti protein (GFP) brez lastnega 
promotorja. V ta namen smo uporabili plazmid pBAC-cnf-cka. Z uporabo ustreznih 
restrikcijskih encimov smo najprej izrezali promotor gena cnf, ki je bil spojen z genom za 
zeleni fluorescentni protein (GFP) na plazmidu pBAC-cnf-cka, in na njegovo mesto ločeno 
ligirali promotorje genov fimA, hlyA in iucD. Plazmid pBAC-cnf-cka ima še fuzijo 
promotorja gena cka za kolicin K, spojenim z genom za rdeči fluorescentni protein 
mCherry brez lastnega promotorja. Ob analizi izražanja na podlagi fluorescence smo kot 
kontrolo hkrati spremljali še izražanje le-tega. Želeli smo pripraviti torej tri plazmide 
(pBcka-fimA, pBcka-hly in pBcka-iucD), kjer bi izražanje promotorjev fimA, hly in iucD 
spremljali na podlagi fluorescence GFP, medtem ko bi izražanje cka spremljali na podlagi 
fluorescence mCherry. Postopek priprave konstruktov je bil za vse tri promotorske regije 
genov fimA, iucD in hlyA enak. 
 
 
3.2.1.1   Priprava začetnih oligonukletidov 
 
S pomočjo podatkov iz literature s področja izražanja genov fimA, hlyA in iucD v bakteriji 
E. coli, spletnega orodja Primer-BLAST in programa Vector NTI Advance ™ 11.0 smo 
pripravili ustrezne začetne oligonukleotide za pomnožitev izbranih treh promotorskih regij. 
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V zaporedje smo dodali še prepoznavna mesta ustreznih restrikcijskih endonukleaz (BstEII 
in NotI). Podjetje Integrated DNA Technologies, Inc., nam je začetne oligonukleotide 
sintetiziralo. Skladno s prejetimi navodili smo liofiliziranim začetnim oligonukleotidom 
dodali ustrezno količino destilirane vode, jih alikvotirali in zamrznili pri -20oC. Tako 
pripravljene mešanice smo uporabili pri reakcijah PCR. 
 
 
3.2.1.2   Pomnožitev promotorskih regij z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Izvedli smo tri ločene reakcije PCR za pomnožitev treh promotorskih regij. V reakcijsko 
mešanico smo poleg začetnih oligonukleotidov in bakterijske DNA dodali DreamTaq 
Green PCR Master Mix (2x), ki vsebuje DreamTaq DNA polimerazo, DreamTaq Green 
pufer, dNTP in MgCl2. Volumen smo dopolnili do 25 µL z destilirano vodo. Bakterijsko 
DNA smo v reakcijsko mešanico dodali tako, da smo s sterilno ezo zajeli eno kolonijo 
ustreznega bakterijskega seva, za katerega smo predvidevali, da vsebuje promotor, ki ga 
želimo pomnožiti in jo resuspendirali v reakcijski mešanici. Pogoji reakcije in sestava 
reakcijske mešanice so navedeni spodaj. Po zaključku reakcije PCR smo reakcijske 
mešanice, ki so vsebovale pomnožene promotorje genov fimA, hlyA in iucD, nanesli na 
agarozni gel, da smo preverili uspešnost pomnožitve in iz gela izolirali promotorsko DNA 
za nadaljnje delo. 
 
Preglednica 10: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR 
 Volumen 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 12,5 µL 
Vodilni začetni oligonukleotidi 0,5 µL 
Povratni začetni oligonukleotidi 0,5 µL 
Destilirana voda 11,5 µL 
S cepilno zanko zajeta kolonija s plošče  
skupaj 25 µL 
 
Preglednica 11: Program reakcije PCR 
Temperatura Čas Število ponovitev 
94 °C 4 min 1 x 
94 °C 30 s 
30 x 55 °C 30 s 
72 °C 40 s 
72 °C 7 min 1 x 
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3.2.1.3   Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za preverjanje uspešnosti reakcije PCR, 
izolacijo promotorjev, izolacijo plazmida in restrikcijske reakcije. Agarozne gele smo 
pripravili tako, da smo ustrezno količino agaroze (1% agarozni gel za izolacijo plazmida, 
0,8% agarozni gel za izolacijo promotorjev in manjših fragmentov) raztopili v 30 mL pufra 
1 x TBE, segreli v mikrovalovni pečici in ohladili, dodali 2 µL založne raztopine 
etidijevega bromida (10 mg/mL) in razlili v pripravljen nosilec. Polimeriziran gel smo nato 
prenesli v elektroforezno banjico in prelili s pufrom 1 x TBE. Na tako pripravljen agarozni 
gel smo v jamice nanesli DNA lestvico in vzorce ter elektroforezo izvedli pri napetosti 120 
V tako, da so se jamice  z vzorci nahajale na negativni elektrodi. Agarozni gel smo po 
zaključku elektroforeze pregledali v UV komori pri svetlobi valovne dolžine 302 nm. 
 
Vzorcem plazmida smo pred nanosom na gel dodali 6 x nanašalni pufer za agarozno gelsko 
elektroforezo tako, da je bila končna koncentracija v vzorcu 0,6 x. Reakcijskim mešanicam 
PCR in restrikcijskim mešanicam, ki smo jih nanesli na agarozni gel 6 x nanašalnega pufra 
nismo dodali, saj ti pufri barvilo že vsebujejo. 
 
 
3.2.1.4   Rezanje in čiščenje DNA iz agaroznega gela 
 
DNA, ločeno na agaroznem gelu, smo izrezali iz gela in jo očistili agaroze, pufra in ostalih 
primesi s komercialnim kompletom reagentov GeneJET Gel Extraction (ThermoFisher 
Scientific, ZDA). Košček gela z DNA smo izrezali s pomočjo skalpela pod 
transiluminatorjem in ga prenesli v predhodno stehtano mikrocentrifugirko ter sledili 
postopku na priloženih navodilih kompleta, in sicer koščku gela smo dodali toliko 
vezavnega pufra, kolikor je bila masa koščka gela (100 µL vezavnega pufra na 100 mg 
gela) in inkubirali 10 min pri 55 °C. Mešanici smo dodali še enak volumen 100 % 
izopropanola, vendar le ko smo želeli očistiti fragment manjši od 500 bp. Tako 
pripravljeno mešanico smo prenesli v kolono, centrifugirali, zopet spirali z enakim 
volumnom vezavnega pufra, centrifugirali in dodali 700 µL spiralnega pufra. Po 
centrifugiranju smo želeno DNA dobili s spiranjem kolone z elucijskim pufrom.  
 
 
3.2.1.5   Odstranjevanje štrlečih koncev in fosforilacija 
 
Od DNA promotorjev smo pred ligacijo s plazmidno DNA odstranili štrleče konce in jih 
fosforilirali s pomočjo reagentov kompleta Fast DNA End Repair (ThermoFisher 
Scientific, ZDA). Postopek smo opravili po navodilih proizvajalca, in sicer smo pripravili 
tri mešanice ločeno za vsak fragment, ki so vsebovale želeno DNA, 10 x End Repair 
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Reaction Mix, End Repair Enzyme Mix in destilirano vodo. Mešanico smo 5 min 
inkubirali pri 20 °C. Sestava mešanice  je navedena v Preglednici 12.  
 
Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za odstranjevanje štrlečih koncev 
 Volumen 
End Repair Reaction Mix (10x)      5 µL 
End Repair Enzyme Mix   2,5 µL 
DNA fragment   30µL 
Destilirana voda 12,5 µL 
Skupaj    50 µL 
 
Fragmente DNA smo pred ligacijo s plazmidno DNA še očistili s kompletom reagentov 
GeneJet PCR Purification (ThermoFisher Scientific, ZDA). Mešanici z volumnom 50 µL 
smo dodali 50 µL vezavnega pufra in 50 µL 100 % izopropanola. Izopropanola nismo 
dodali pri čiščenju molekul DNA, daljših od 500 bp. Mešanico smo prenesli v priloženo 
kolono in centrifugirali. Kolono smo nato zopet spirali z vezavnim pufrom, centrifugirali, 
dodali spiralni pufer, še enkrat centrifugirali ter za pridobitev čiste DNA dodali še elucijski 
pufer. Tako pripravljene fragmente smo nato ligirali s plazmidom pJET1.2/blunt. 
 
 
3.2.1.6   Priprava kompetentnih celic 
 
Pri pripravi in izolaciji ekspresijskih vektorjev smo uporabili celice E. coli seva DH5α in 
MG1655. Ker bakterija E. coli ni naravno kompetentna, smo pripravili kemijsko 
kompetentne celice. Prekonočno kulturo v 5 mL tekočega gojišča LB smo precepili v sveže 
gojišče SOB in stresali na 180 obratov/min pri 37 °C. Sproti smo na spektrofotometru 
merili optično gostoto pri valovni dolžini 600 nm (OD600) in, ko je vrednost znašala 0,4 
smo kulturo prenesli na led in jo inkubirali 10 min. Po inkubaciji smo jo prenesli v 
ohlajeno sterilno centrifugirko ter centrifugirali 10 minut pri 2700 xg pri 4 °C. Odstranili 
smo supernatant in celice v sedimentu resuspendirali v 30 mL ohlajene raztopine MgCl2 – 
CaCl2. Po ponovnem centrifugiranju smo supernatant znova odstranili, usedlino 
resuspendirali v 2 mL ohlajene raztopine MgCl2 – CaCl2 in vsebino prenesli v 
mikrocentrifugirko. Po ponovnem centrifugiranju smo celice resuspendirali v pufru za 
shranjevanje kompetentnih celic, vsebino razdelili v mikrocentrifugirke po 100 µL in jih 
zamrznili pri -80 °C do uporabe. 
 
 
3.2.1.7   Izolacija plazmidne DNA 
 
Plazmidno DNA smo izolirali s pomočjo kompleta reagentov GeneJet Plasmid Miniprep 
(ThermoFisher Scientific, ZDA). S sterilno cepilno zanko smo zajeli celice iz trdnega 
gojišča in jih resuspendirali v 250 µL resuspenzijske raztopine, dodali enak volumen 
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raztopine za lizo, premešali ter dodali še 350 µL nevtralizacijske raztopine. Po 
centrifugiranju smo supernatant prenesli v kompletu priloženo kolono in zopet 
centrifugirali. Koloni smo dodali 500 µL raztopine za spiranje in centrifugirali ter postopek 
ponovili. Po ponovnem centrifugiranju kolone smo odstranili ostanek tekočine in dodali 
elucijski pufer, s katerim smo pridobili DNA. Z agarozno gelsko elektroforezo smo 
preverili uspešnost izolacije DNA. 
 
 
3.2.1.8   Določanje nukleotidnega zaporedja promotorjev fimA, hlyA in iucD 
 
Pred nadaljevanjem dela smo preverili ali je pri pomnoževanju DNA promotorjev izbranih 
genov s PCR prišlo do napak. V ta namen smo plazmide pJET1.2/blunt ligirane s 
promotorji fimA, hlyA in iucD poslali podjetju Microsynth (Švica), ki so izvedli postopek 
sekvenciranja. Dobljene sekvence smo analizirali s spletnim orodjem BLAST (NCBI, 
ZDA) in programom Vector NTI Advance ™ 11.0 (Invitrogen Company, ZDA) ter  
programom MyDNA (osebna last). Za nadaljnje delo smo izbrali vzorce DNA, ki so bile 
brez napake v nukleotidnem zaporedju. 
 
 
3.2.1.9   Restrikcija plazmidov z restrikcijskimi endonukleazami 
 
Restrikcijo mešanico smo si pripravili tako, da smo namešali plazmid, ki smo ga hoteli 
razrezati skupaj z restrikcijskima encimoma, FastDigest Green Buffer (10x) in destilirano 
vodo. Mešanico smo inkubirali 15 minut pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo mešanico 
nanesli na agarozni gel, ločene fragmente in plazmid pa nato izrezali iz gela, jih očistili in 
uporabili pri nadaljnjem delu. Natančna sestava reakcijske mešanice je navedena v 
preglednici 13.  
 
Preglednica 13: Splošna sestava reakcijske mešanice za restrikcijo plazmidov 
Sestava restrikcijske mešanice Volumen 
Plazmidna DNA      1 µL 
Restrikcijska endonukleaza 1   0,5 µL 
Restrikcijska endonukleaza 2   0,5 µL 
FastDigest Green Buffer (10x)      1 µL 
Destilirana voda      7 µL 
Skupaj    10 µL 
 
 
3.2.1.10   Ligacija promotorjev s plazmidom 
 
Ligacijo promotorjev z ustreznim plazmidom smo izvedli tako, da smo si pripravili 
mešanico reakcijskega pufra, vektorja, ki je v našem primeru predstavljal plazmid, DNA 
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fragment t.j. promotorji fimA, hlyA in iucD in encim ligaza T4. Natančna sestava je 
predstavljena v preglednici 14. Mešanico smo inkubirali pri 22 °C 25 minut. Po koncu 
inkubacije smo ligacijske mešanice uporabili za transformacijo. 
 
Preglednica 14: Sestava splošne ligacijske mešanice fragmentov DNA s vektorjev 
Sestava ligacijske mešanice Volumen 
Reakcijski pufer (2x) 10 µL 
Vektor 1 µL 
DNA fragment 2 µL 
Ligaza T4 1 µL 
Destilirana voda 6 µL 
Skupaj 20 µL 
 
 
3.2.1.11  Transformacija kompetentnih celic 
 
Ligacijske mešanice in plazmide smo transformirali v kompetente celice DH5α ali 
MG1655 tako, da smo mikrocentrifugirko s kompetentnimi celicami odtalili na ledu, 
dodali 10 µL ligacijske mešanice oz. 1 µL plazmida in vsebino inkubirali na ledu 30 minut. 
Po inkubaciji na ledu je sledila 90 sekundna inkubacija pri 42 °C, kateri je sledila 
inkubacija na ledu za 2 minuti. Na koncu smo dodali 800 µL gojišča SOB in mešanico 
stresali pri 180 obratih/min pri 37 °C. Po 45 minutah smo centrifugirali, dodali 100 µL 
gojišča SOB in nanesli na trdno gojišče LB z ustreznim antibiotikom. Plošče smo 
inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo eno kolonijo, ki je zrasla na plošči, 
precepili na sveže trdno gojišče LB. 
 
 
3.2.2   Analiza izražanja fuzij genov 
 
Za analizo izražanja fuzij izbranih promotorjev smo uporabili dve različni metodi, in sicer 
flourescentno mikroskopijo in spektrofotometrično merjenje jakosti fluorescence. Poleg 
tega smo celice gojili v različnih gojiščih, da bi primerjali jakost izražanja.  
 
 
3.2.2.1   Izražanje fuzij izbranih promotorjev v  različnih rastnih gojiščih  
 
Kolonije, zrasle na trdnem gojišču LB, smo nacepili na sledeča gojišča: tekoče gojišče LB, 
trdno gojišče LB, tekoče minimalno gojišče M9, tekoče minimalno gojišče M9 z nizkim 
pH (pH = 5,8), trdno minimalno gojišče M9. 
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3.2.2.2   Priprava mikroskopskega preparata in mikroskopiranje 
 
Bakterije smo pred mikroskopiranjem  sprali  v fiziološki raztopini, da bi odstranili gojišče. 
S sterilno ezo smo zajeli kulturo iz trdnega gojišča in bakterijske celice resuspendirali v 1 
mL fiziološke raztopine. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celic v usedlini 
ponovno resuspendirali z 1 mL fiziološke raztopine. Tako pripravljene celice smo nanesli 
na objektno stekelce, ki smo ga predhodno premazali z 10 µL poli-L-lizinom. Na objektno 
stekelce smo nanesli 4 µL spranih celic, pokrili s krovnim stekelcem in robove premazali z 
lakom. Celice smo opazovali z mikroskopom BX 51 (Olympus, Japonska) pri vidni 
svetlobi in nato še pri UV svetlobi. Valovna dolžina, pri kateri smo zaznali fluorescenco 
proteina Gfp v obliki zelene svetlobe je bila 510 nm, pri 587 nm pa smo zaznali 
fluorescenco proteina mCherry. 
 
 
3.2.2.3   Obdelava mikroskopskih slik 
 
Za obdelavo mikroskopskih slik smo uporabili program ImageJ (NIH, ZDA). S 
programom smo najprej označili celice s pomočjo orodja ''Threshold'', nato s funkcijo 
''Analyse particles''izračunali vrednost ''ID'' oz. ''integrated density'' za posamezen delec na 
sliki, kjer ID predstavlja vsoto vrednosti pikslov, kar je ekvivalentno produktu površine in 
srednje vrednosti sivine izbranega območja na sliki. Vrednost ID nam poda jakost 
fluorescence posamezne celice glede na ozadje. Iz analize smo izključili delce manjše od 
10 pikslov2 in večje od 250 pikslov2. Podatke smo uvozili v Microsoft Office Excel 2013 
in izračunali povprečno vrednost ID za posamezno celico ter standardni odklon. 
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4   REZULTATI 
 
4.1   REZULTATI PRIPRAVE EKSPRESIJSKIH VEKTORJEV 
 
Prvi del naloge je zahteval pripravo ekspresijskih vektorjev. Celoten postopek priprave je 
prikazan na sliki 9. 
26 
Zugan M. Izražanje izbranih genov za virulentne dejavnike bakterije Escherichia coli. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Shema priprave konstruktov za analizo izražanja. 
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Prvi korak pri pripravi genskih fuzij je bil pomnožitev promotorskih regij genov fimA, hlyA 
in iucD. Za to smo uporabili verižno reakcijo s polimerazo, kjer smo z ustreznimi 
začetnimi oligonukleotidi zagotovili pomnožitev želenih promotorjev DNA uropatogenih 
sevov E. coli, ki smo jih pridobili iz zbirke Biotehniške fakultete. Pomnožke smo preverili 
z agarozno gelsko elektroforezo (rezultati so prikazani na sliki 10). Z uporabo 
računalniških programov smo predhodno ugotovili, da z izbranimi začetnimi 
oligonukleotidi dobimo pomnožke velikosti 1093 bp (hlyA), 527 bp (iucD) in 448 bp 
(fimA). DNA fragmente, ki smo jih fizično izrezali iz gela, smo očistili primesi, odstranili 
štrleče konce in jih fosforilirali.  
 
 
 
Slika 10: Rezultati reakcije PCR, kjer smo uspešno pomnožili promotor hlyA sevov 92 in 100 velikosti 1093 
bp (številki 2 in 3) in promotor iucD sevov DL13, DL36, DL55 in DL110 velikosti 527 bp (številka 8 do 11). 
S številko 1 je označena DNA lestvica λPstI, velikosti fragmentov ob sliki so v baznih parih. 
 
 
Tako pripravljenje fragmente smo ligirali v plazmidni vektor pJET1.2/blunt, uspešnost 
ligacije smo preverili z restrikcijsko analizo. Rezultati so prikazani na slikah 11, 12 in 13. 
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Slika 11: Shema plazmida pJfimA na levi in rezultati restrikcijske analize na desni strani slike. Številka 1 
označuje DNA lestvico λPstI, številka 2 plazmid pJfimA rezan z restrikcijskima endonukleazama BstEII in 
NotI. 
 
 
Slika 12: Shema plazmida pJiucD na levi in rezultati restrikcijske analize na desni strani slike. Številka 2 
označuje DNA lestvico λPstI, številka 1 plazmid pJiucD rezan z restrikcijskima endonukleazama BstEII in 
NotI. 
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Slika 13: Shema plazmida pJhlyA na levi in rezultati restrikcijske analize na desni strani slike. Številka 1 
označuje lestvico λPstI, številka 2 plazmid pJHlyA rezan z restrikcijskima endonukleazama BstEII in NotI. 
 
Ligacijske mešanice smo transformirali v kompetentne celice DH5α, ki smo jih nato 
nacepili na gojišče LB z dodanim ampicilinom. Na ta način smo zagotovili selektivno rast 
celic s plazmidi pJETfimA, pJEThlyA oz. pJETiucD. Iz zraslih kolonij smo izolirali 
plazmidno DNA, ki smo jo nato uporabili za preverjanje sekvence. Ker je pogostost 
vstavitve napačnega nukleotida z DNA polimerazo in reagenti kompleta DreamTaq Green 
PCR MasterMix dokaj visoka, smo natančnost pomnoženih sekvenc vseh treh promotorjev 
preverili z računalniškim programom. Uporabili smo program Vector NTI Advance ™ 
11.0, s pomočjo katerega smo primerjali sekvenco posameznega promotorja s sekvenco 
promotorja, ki smo ga želeli pomnožiti. Za nadaljnje delo smo izbrali različico pomnožka, 
ki ni vsebovala napačnih nukleotidov. V naslednjem koraku smo promotorje prenesli iz 
plazmida pJET v plazmid pJPCGT. Opravili smo restrikcijo vseh treh plazmidov z 
encimoma BstEII in NotI in restrikcijske mešanice nanesli na agarozni gel. Fragmente 
DNA smo izolirali iz gela in jih ligirali s predhodno razrezanim plazmidom pJPCGT. 
Restrikcijo smo ravno tako izvedli z encimoma BstEII in NotI, saj smo tako zagotovili 
uspešno ligacijo in orientacijo promotorja v plazmidu. Tako pripravljene plazmide 
pJPCGTfimA, pJPCGThlyA in pJPCGTiucD smo transformirali v celice DH5α in jih 
nacepili na selekcijsko gojišče, ki je zopet vsebovalo ampicilin. Oba plazmida, pJET in 
pJPCGT, imata zapis za odpornost proti ampicilinu. Na gojišču z antibiotikom smo tako 
dobili le transformirane celice. Iz zraslih kolonij, smo izolirali plazmidno DNA, jo 
ponovno razrezali, vendar tokrat z encimoma SphI in MluI ter ločen fragment promotorske 
DNA izrezali iz gela in ga očistili. Z enakima encimoma smo rezali tudi plazmid pBAC-
cnf-cka in rezan plazmid izolirali iz gela. S postopkom ligacije smo ločeno združili zdaj 
rezan plazmid pBAC-cnf-cka ter promotorje fimA, hlyA in iucD. Uspešnost priprave 
konstruktov smo preverili z restrikcijsko analizo, rezultati rezanja plazmida pBcka-fimA z 
encimoma SphI in MluI so prikazani na sliki 14. 
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Slika 14: Restrikcija plazmida pBcka-fimA z restrikcijskima endonukleazama SphI in MluI 
 
Tako ligiran plazmid smo najprej vstavili v celice DH5α, da smo lahko nato izolirali večje 
količine končnega plazmida. Sledila je transformacija celic seva MG1655 z izoliranimi 
plazmidnimi konstrukti za spremljanje izražanja izbranih promotorjev na različnih gojiščih. 
 
 
4.2   ANALIZA IZRAŽANJA GENSKIH FUZIJ IZBRANIH PROMOTORJEV Z GENI 
ZA FLUORESCENTNE PROTEINE BREZ PROMOTORJEV 
 
4.2.1   Rezultati fluorescentne mikroskopije 
 
Izražanje pripravljenih genskih fuzij smo analizirali s flouorescentno mikroskopijo. Da bi 
ugotovili delež celic, ki izraža genske fuzije smo slike celic seva MG1655 s plazmidi 
posneli pod vidno (vidne vse bakterijske  celice) in UV svetlobo (vidne le tiste, ki izražajo 
gensko fuzijo). Kot negativno kontrolo smo uporabili celice MG1655 brez plazmida, 
medtem ko za pozitivno kontrolo mikroskopije celice MG1655::lacIq-pLppmCherry-KmR 
za izražanje gena za fluorescentni protein mCherry in celice MG1655 s plazmidom pBAC-
cnf-cka kot kontrolo izražanja gena gfp za zeleni fluorescentni protein Gfp. Na sliki 15 sta 
prikazana posnetka celic MG1655 brez plazmida (negativna kontrola), in sicer na levi sliki 
je mikroskopski posnetek z vidno svetlobo, celice ne izražajo gena gfp in so vidne, medtem 
ko na desni sliki je mikroskopski preparat celic opazovan z UV svetlobo in ni vidne ne 
rdeče ne zelene fluorescence (celice ne vsebujejo plazmida).  
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Slika 15: Mikroskopski preparat celic seva MG1655 brez plazmida posnet z vidno svetlobo na levi in z UV 
svetlobo na desni. 
 
Kot pozitivno kontrolo za analize izražanja genskih fuzij smo uporabili celice MG1655 v 
katere smo transformirali plazmid pBAC-cnf-cka (slika 16). Vse celice, ki so vidne na 
posnetku s svetlobno mikroskopijo (levo) izražajo gen gfp za protein GFP, zato tudi vse 
fluorescirajo (desno). Poleg tega slika nakazuje, da gen gfp izražajo vse celice na približno 
enaki ravni. 
 
 
Slika 16: Preparat celic seva MG1655 s plazmidom pBAC-cnf-cka (pozitivna kontrola proteina Gfp) posnet s 
svetlobno na levi in fluorescentno mikroskopijo na desni 
 
Ker smo spremljali tudi izražanje promotorja gena ckaA, spojenega z genom za rdeči 
fluorescentni protein mCherry, smo skladno s tem pripravili pozitivno kontrolo jakosti 
fluorescence (slika 17). Celice MG1655, ki konstitutivno izražajo protein mCherry, na 
kromosomu pod kontrolo murin lipoproteinskega promotorja, smo posneli s svetlobno in 
fluorescentno mikroskopijo. Vse celice izražajo protein mCherry in raven izražanja je pri 
vseh podobna.  
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Slika 17: Preparat celic MG1655::lacIq-pLpp-mCherry-KmR (pozitivna kontrola proteina mCherry) posnet s 
svetlobno na levi in fluorescentno mikroskopijo na desni. 
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Celice z uspešno pripravljenim konstruktom izražajo hkrati gen gfp in mCherry. 
Posledično take celice osvetljene z UV svetlobo, ki se nato emitira kot svetloba valovne 
dolžine 510 nm in 587 nm, vidimo zeleno oz. rdeče. Na sliki 18 vidimo celico, pri kateri je 
prišlo hkrati do izražanja obeh fluorescentnih proteinov, kar pomeni, da se hkrati izražata 
oba promotorja (promotor gena iucD, ki ga vidimo kot izražanje gena gfp in promotor gena 
ckaA, ki ga vidimo kot izražanje gena mCherry). Od 133 celic, ki se nahajajo v vidnem 
polju, se oba gena izražata le pri eni celici. 
 
Slika 18: Na slikah so prikazane celice MG1655 s plazmidom pBcka-iucD. Na desni sliki vidimo, da celica 
sveti rdeče (izraža se rdeč fluorescentni protein pod kontrolo gena cka), na sredinski sliki sveti zeleno (izraža 
se zeleni fluorescentni protein pod kontrolo gena iucD), leva slika prikazuje celice posnete pod vidno 
svetlobo. 
 
Da bi preverili vpliv zunanjih dejavnikov na izražanje pripravljenih genskih fuzij smo pred 
analizo bakterije gojili na različnih gojiščih: na trdnem gojišču LB, tekočem gojišču LB, 
tekočem minimalnem gojišču M9 z dodanim dipiridilom (kelator železa), trdnem 
minimalnem gojišču M9 z dodanim dipiridilom in trdnem minimalnem gojišču z dodanim 
dipiridilom in pH = 5,8. Gojenje bakterij na trdnem ali tekočem gojišču ni vplivalo na 
izražanje, saj je fluorescenca bila enaka. Prav tako razlike nismo opazili med gojenjem 
bakterij na gojišču z nizkim in nevtralnim pH. Razliko smo opazili pri celicah, ki so rasle 
na minimalnem gojišču. Jakost fluorescence zelenega fluorescentnega proteina je bila v 
primeru rasti MG1655 na minimalnem gojišču M9 z dipiridilom večja kot pri rasti na 
gojišču LB. Največja razlika je bila opazna pri celicah s plazmidom pBcka-iucD, medtem 
ko fluorescence pri bakterijskih celicah gojenih na gojišču LB nismo zaznali. 
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Slika 19: Primerjava celic MG1655 s plazmidom pBcka-iucD, gojenih na minimalnem gojišču M9 z dodanim 
kelatorjem železa dipiridilom (zgornji dve sliki) in na gojišču LB (spodnji dve sliki). Levi dve sliki 
prikazujeta celice posnete pod vidno svetlobo 
 
 
4.2.2   Rezultati analize mikroskopskih slik 
 
Razlike v jakosti fluorescence bakterijskih celic s plazmidi pBcka-fimA in pBcka-hlyA 
gojenih v različnih gojiščih so bile opazne, vendar v veliko manjši meri kot pri celicah s 
plazmidom pBcka-iucD. Fluorescenco smo sicer zaznali pri vseh celicah v vidnem polju, 
vendar je bila jakost fluorescence v primerjavi s pozitivno kontrolo šibkejša, zato smo se 
odločili, da z uporabo programa ImageJ izmerimo jakost flourescence. 
 
Izražanje promotorja gena cka za kolicin K smo preko fluorescence rdečega proteina 
mCherry zaznali le v enem primeru, ko je celica svetila rdeče, medtem ko ostale celice 
vidnega polja niso izražale cka. Celice so rastle na minimalnem gojišču M9 z dodanim 
dipiridilom. 
 
V spodnji tabeli so prikazane vrednosti jakosti fluorescence (integrated density – ID) 
proteina GFP, s katerim smo spremljali izražanje promotorjev genov fimA, iucD in hlyA. 
Za primerjavo so dodane še vrednosti pozitivne in negativne kontrole. Jakost se v nobenem 
35 
Zugan M. Izražanje izbranih genov za virulentne dejavnike bakterije Escherichia coli. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
primeru ne približala pozitivni kontroli, kar kaže na šibko izražanje promotorjev. Največja 
razlika pri gojenju celic v različnih gojiščih se je pokazala v primeru merjenja jakosti 
fluorescence promotorja iucD. Vrednosti so bile v primeru izražanja promotorjev hlyA in 
iucD večje, ko smo bakterije gojili na minimalnem gojišču z dodanim kelatorjem železa, 
medtem ko je bila raven izražanja promotorja fimA višja na gojišču LB. Podatki, ki so 
prikazani v tabeli in na sliki 20 so pridobljeni z analizo slik tako, da smo si izbrali tri 
posnetke mikroskopske slike celic s plazmidom na posameznem gojišču. Povprečno število 
celic na sliki, pri katerih smo izmerili jakost fluorescence, je bilo 1026. 
 
Preglednica 15: Vrednosti jakosti fluorescence v minimalnem in bogatem gojišču vseh treh promotorjev 
 
Na sliki 20 je predstavljen še grafični prikaz podatkov o jakosti fluorescence. Jakost 
izražanja promotorja iucD za aerobaktin se je za dvajsetkrat povečala v primeru, ko smo 
bakterije gojili na minimalnem gojišču M9 s kelatorjem železa. Na bogatem gojišču LB je 
bilo izražanje minimalno – primerljivo negativni kontroli.  
 
 
Slika 20: Jakost fluorescence (integrated density – ID) celic MG1655 s plazmidi pBcka-fimA, pBcka-hlyA in 
pBcka-iucD na gojišču LB in minimalnem gojišču M9 z dipiridilom 
 
pozitivna 
kontrola 
negativna 
kontrola 
MG1655 s 
pBcka-fimA 
MG1655 s 
pBcka-iucD 
MG1655 s 
pBcka-hlyA 
Gojišče LB 904 109 3 251 672 29 735 1 015 
Minimalno gojišče 
M9 z dipiridilom 
/ / 11 311 607 807 14 467 
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5   RAZPRAVA 
 
Cilj magistrske naloge je bil proučevanje izražanja genov za tri virulenčne dejavnike 
bakterije Escherichia coli: fimbrije tipa 1, hemolizin in za sistem privzema železa 
aerobaktin, na ravni posameznih celic. V ta namen  smo preko večih korakov pripravili tri 
plazmide z genskimi fuzijami promotorjev genov fimA, hlyA in iucD ter gena gfp brez 
lastnega promotorja. Celice MG1655 s plazmidi pBcka-fimA, pBcka-iucD in pBcka-hlyA 
smo nato gojili na različnih gojiščih, da bi preverili ali na izražanje promotorjev vpliva 
pomanjkanje hranil, pomanjkanje železa, rast v tekočem gojišču  oz. na trdni podlagi ter  
nizek pH. Izražanje na ravni posameznih celic smo analizirali s fluorescentno 
mikroskopijo.  
 
Primerjava jakosti fluorescence proteina GFP s programom ImageJ celic gojenih na 
hranilnem in minimalnem gojišču je pokazala, da je izražanja promotorjev iucD in hlyA 
večje v minimalnem gojišču z dodanim kelatorjem železa, dipiridilom. Jakost fluorescence, 
kot odraz izražanje promotorja gena iucD, je bila v povprečju dvajsetkrat večja na gojišču 
z dipiridilom, medtem ko je bilo izražanje gena hlyA 14 krat večje. Naši rezultati kažejo, da 
pomanjkanje železa v bakterijskih celicah  inducira  sintezo aerobaktina, kelatorja železa in 
toksina hemolizin. Znano je, da je operon iuc uravnan z represorjem transkripcije, 
proteinom Fur. V prisotnosti železa, Fur tvori z ioni Fe2+ kompleks, ki se veže na promotor 
operona iuc in reprimira njegovo izražanje (Stojiljkovic in sod., 1994). Ker smo z uporabo 
kelatorja v minimalnem gojišču M9 zagotovili, da je le-ta vezal prosto železo, 
predpostavljamo, da je bilo izražanja fuzij iucD-gfp inducirano oz. dereprimirano, ker do 
represije promotorja iuc s proteinom Fur ni prišlo. Povečano izražanje promotorja hlyA v 
minimalnem gojišču z dipiridilom nakazuje, da bi citotoksična aktivnost hemolizina lahko 
služila bakteriji E. coli za pridobivanje železa. Kljub temu bi za razjasnitev vloge železa pri 
izražanju gena hlyA bile potrebne še nadaljnje raziskave. 
 
Na drugi strani je bila jakost izražanja gena fimA za fimbrije 22 krat višja v primeru 
gojenja na hranilnem gojišču LB, v primerjavi z minimalnim gojiščem z dipiridilom. Ker 
so bile bakterijske celice v času vzorčenja v stacionarni fazi rasti, ko je LB gojišče že bilo 
izrabljeno hranil, bi naši rezultati lahko nakazovali, da pomanjkanje hranil inducira 
izražanje gena fimA.  
 
Fluorescentna mikroskopija je tudi pokazala rahlo fluorescenco oz. bazalno raven izražanja 
vseh treh promotorjev.  Slednje bi lahko nakazovalo, da proučevani promotorji niso nikoli 
popolnoma izključeni.  
 
 V nadaljevanju smo proučevali izražanje vseh treh genskih fuzij tudi v tekočem in na 
trdnem gojišču, vendar razlik v tem primeru nismo opazili. Preverjali smo tudi vpliv pH 
gojišča na izražanje pripravljenih genskih fuzij. V ta namen smo bakterijske celice z 
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genskimi fuzijami gojili na minimalnem gojišču M9 z nizkim pH, kjer pa je bilo izražanje 
primerljivo z rastjo na minimalnem gojišču z nevtralnim pH. Naši rezultati torej 
nakazujejo, da na izražanje genov fimbrij tipa 1, hemolizina ter  aerobaktina, pH ne vpliva, 
kar sicer ni v skladu s predhodnimi raziskavami  van Verseveld in sod. (1985), Valdebenito 
in sod. (2006) in Kely Bortoleto in Ward (1999). V urinu je namreč pH nižji od 
nevtralnega (normalne vrednosti pH v urinu se gibajo okoli 6) in sproži tvorbo por in 
poveča stabilnost α-hemolizina ter poveča produkcijo aerobaktina, medtem ko nizek pH 
inhibira izražanje operona za sintezo fimbrij. Poudariti velja, da smo pri našem delu sledili 
le aktivnosti promotorja, medtem ko so Valdebenito in sod. (2006) ter  Kely Bortoleto in 
Ward (1999) proučevali  stabilnost in produkcijo proteinov.  
 
Raziskave genetsko identičnih bakterijskih celic so pokazale, da je izražanje genov lahko 
homogeno ali heterogeno. V primeru slednjega  si celice v neki skupnosti delijo delo, saj je 
tak način energijsko ugodnejši in manj dovzeten za propad populacije (Weigel in Dersch, 
2018). Heterogenost je lahko vezana na spremembo okoljskih dejavnikov in se pojavi kot 
odziv na stres, saj populacija skuša preživeti v okolju. 
 
Predhodne raziskave opisane v Mulec in sod. (2003) ter  Mrak in sod. (2007) so pokazale, 
da je izražanje gena cka za kolicin K bakterije E. coli heterogeno, ker se v hranilnem 
gojišču v odsotnosti stresa, gen izraža v le  3 % celic populacije. Izražanje oz. transkripcija 
gena cka je reprimirana z represorjem LexA in je dereprimiran ob poškodbah DNA. 
Heterogenost izražanja gena cka potrjujejo tudi naši rezultati prikazani v sliki 16, kjer se 
rdeči fluorescentni protein pod kontrolo promotorja gena cka izraža v le eni od 133 celic.  
 
Na podlagi naših rezultatov fluorescentne mikroskopije bakterijskih celic z genskimi 
fuzijami lahko tudi sklepamo o heterogenem izražanju  gena iucD za aerobaktin. V pogojih 
kjer je primanjkovalo prostega železa (slika 18) je vidna močna fluorescenca ene od 133 
bakterij. Kljub temu, bi bili potrebni nadaljnji poskusi, ki bi potrdili nakazano in bolj 
podrobno razjasnili molekularne mehanizme uravnavanja izražanja preučenih genov.  
 
V obzir moramo vzeti tudi dejstvo, da smo celice analizirali z navadno fluorescentno 
mikroskopijo,  s katero heterogenost težje spremljamo kot z novejšimi tehnikami, kot so 
mikromanipulacija ali masna citometrija. S slednjimi lahko celo izoliramo posamezne 
celice  in jih proučujemo neodvisno od ostalih (Hodzic, 2016). Zelo malo je znanega o 
heterogenosti izražanja virulentnih dejavnikov, raziskovalno se večinoma osredotočajo na 
heterogenost v npr. biofilmu, kjer so razlike med celicami izrecno vidne. Weigel in Dersch 
(2018) navajata pomembnost fenotipske heterogenosti v virulenci in poudarjata težave pri 
proučevanju le te. Heterogenost in pojav mikrookolij v populaciji, ki povzročajo okužbo v 
telesu, pogosto zanemarimo in na bakterije gledamo iz ene časovne točke kot genetsko in 
fenotipsko enake. Šum, ki se pojavi med izražanjem genov v bakterijah, imunske celice in 
lokalno okolje prispevajo k nastanku razlik v izražanju vseh genov, lahko tudi tistih za 
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virulentne dejavnike. Heterogenost poleg tega prispeva k odpornosti proti antibiotikom, kar 
je pri virulenci ključnega pomena.  
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6   SKLEPI 
  
Pri izdelavi magistrska naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
- promotorja genov fimA, in hlyA se izražata homogeno v populaciji genetsko 
identičnih bakterijskih celic, medtem ko smo zasledili heterogeno izražanje 
gena  iucD, 
- pomanjkanje železa poveča izražanje genov iucD, 
- zasledili smo heterogeno izražanje gena cka za kolicin K. 
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7   POVZETEK 
 
Bakterija Escherichia coli je eden pomembnejših patogenov in posledično tudi zelo znana 
in raziskana bakterija. Pomembno vlogo pri okužbi človeka predstavljajo virulentni 
dejavniki. Nabor virulentnih dejavnikov se med skupinami E. coli razlikuje glede na 
okužbe, ki jih povzročajo. Dolgo je veljalo, da je populacija bakterij, ki povzroči okužbo 
genetsko in fenotipsko homogena, vendar se je pokazalo da ni tako. Heterogenost izražanja 
genov so najprej pokazali v biofilmu, kjer v klonalni populaciji celic pride do pojava 
manjših skupin celic, ki se fenotipsko razlikujejo.  
 
Geni za virulentne dejavnike bi se tudi lahko  heterogeno izražali, kar smo skušali 
pokazati. Promotorje genov fimA, iucD in hlyA smo spojili z genom za zeleni fluorescentni 
protein, da bi lahko spremljali njihovo izražanje. V ta namen smo uporabili fluorescentno 
mikroskopijo, kjer smo opazovali posamezne celice in spremljali izražanje v obliki jakosti 
fluorescence. 
 
Rezultati so pokazali, da se celice močno odzivajo na hranila v gojišču, predvsem na 
pomanjkanje železa. Promotor  gena iucD, ki ima zapis za siderofor, se je močneje izražal 
na minimalnem gojišču s pomanjkanjem železa kakor na bogatem gojišču, kar je skladno s  
pričakovanji. V bogatem gojišču, kjer je železa dovolj celice nimajo potrebe po izražanju 
siderofora. Pomanjkanje železa je signal, ki sproži sintezo aerobaktina. Promotorja genov 
fimA in hlyA sta se izražala v veliko manjši meri in večjih razlik med gojišči nismo opazili. 
Pokazali smo, da se celice odzivajo na spremembe v okolju in skladno s tem spreminjajo 
izražanje virulentnih dejavnikov. Ker smo pri eni celici opazili močno izražanje kolicina K 
in aerobaktina lahko sklepamo na heterogenost izražanja. 
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